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論 文 内 容 の 要 旨 
 
【目的】 
治療選択肢が少なく、予後不良であるトリプルネガティブ乳癌 (TNBC) において抗癌剤耐性は重要な
問題である。耐性を解除する薬剤として ABCトランスポーター阻害薬が期待されたが、既存の抗癌剤
との併用による生存期間の延長は認められていない。そこで本研究では耐性を解除する新たな標的分
子の同定を行うために乳癌のキ ・ードラッグである5-fluorouracil (5-FU) に対して耐性を示すTNBC
株を樹立し、その特性について検討した。 
 
【方法】 
TNBC株である MDA-MB-231を 5-FU （ ）存在下で継代培養し、段階的に 5-FU濃度を増加させ
た。最終濃度 存在下において継代培養可能となった細胞を 5-FU耐性株 (MDA-MB-231/5-FU)
とした。MTT法により 5-FUの IC50を算出することで耐性獲得の評価を行った。樹立株の特性評価は
ウエスタンブロット法および定量的プロテオミクスを用いた。 
 
【結果】 
MDA-MB-231株の 5-FUに対する IC50は 29.9 Mであったのに対し、MDA-MB-231/5-FU株は 165.5 M
と有意に増加しており、5-FU に耐性を示した。さらに、vinorelbine、paclitaxel、gemcitabineに
対し、交叉耐性を示した。ウエスタンブロット法にて既知の耐性に関与する蛋白質の発現を検討した
結果、multidrug resistance protein 1および breast cancer resistance proteinの発現亢進を認
めた。一方、dihydropyrimidine dehydrogenaseや thymidylate synthaseの発現亢進は認められな
かった。また、定量的プロテオミクスの結果、178 種の蛋白質が有意に発現変動していた。  
 
【結論】 
今回樹立した MDA-MB-231/5-FU株は TNBCの抗癌剤耐性機序の解明や薬剤標的の同定に有用である。 
 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 
治療選択肢が少なく、予後不良であるトリプルネガティブ乳癌 (TNBC) において抗癌剤耐性は重要
な問題である。本研究は抗癌剤耐性を解除する標的分子を見出すためのツールとして、乳癌のキー・
ドラッグである 5-fluorouracil (5-FU) に対して耐性を示す TNBC株を樹立し、その樹立株の特性を
検討したものである。 
ヒト TNBC細胞 MDA-MB-231 を用い、5-FU濃度を段階的に増加させながら継代培養し、5-FU耐性株
を樹立した。樹立株の耐性能を MTS 法にて評価した結果、5-FU に対する IC50は 5.5 倍と有意に増加
した。耐性株の 5-FU への応答性を p53のリン酸化で評価したところ、感受性株で認められたリン酸
化の亢進が減弱したことより、耐性株では 5-FUへの応答性が低下していることが示唆された。また、
耐性株の交差耐性を評価したところ、vinorelbine、paclitaxel、gemcitabine に対する IC50はそれ
ぞれ、2.5倍、8.4倍、8.1倍と有意に増加し、交差耐性を認めた。しかし、doxorubicin、cisplatin
には交差耐性を示さなかった。5-FUに対する耐性の機序を検討したが、既知の 5-FU耐性因子である
dihydropyrimidine dehydrogenase や thymidylate synthase の発現亢進は認められなかった。そこ
で耐性に関連するタンパク質を包括的に検討するため樹立株のタンパク質の発現変化を、安定同位体
標識を用いた定量的プロテオミクスにより解析した。その結果、360のタンパク質を同定し、うち 178
のタンパク質が感受性株と比較して発現変動を認めた。耐性株で発現亢進したタンパク質群を Gene 
Ontology により機能分類した結果、‘DNA recombination’、‘cell cycle’、‘complex assembly’、
‘cytoskeleton organization’、‘transport’、‘negative regulation of cell death’に分類され
るタンパク質が多く含まれていた。したがって、これらの機能変化が耐性に関与する可能性が示唆さ
れた。 
 本研究は 5-FU耐性 TNBC 株を初めて樹立し、その特性を明らかとした。樹立株は TNBC の抗癌剤耐
性機序の解明に有用であり、本研究で同定したタンパク質群を詳細に解析することが薬剤標的の発見
に繋がると期待できる。よって、本研究は博士（医学）の学位を授与されるに値するものと判定され
た。 
